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@ Nouveeux polysaccharides sulfates, procedes pour leur preparation et leur utilisation com me medicaments, 

@ Melanges de polysaccharides sulfates ayarrt la structure 
generale des porysaccharides consthutifs de I'heparine et 
dont les groupes acides sont sous forme libre ou salrfiee, 
caracte rises en ce que les polysaccharides constitutifs desdits 
melanges ont une doubles liaison ethytenique a Tun des 
bouts de ta chatae et en ce que tes melanges presentent, b 
I'etat de set de sodium, les caracteristiques sutvantes: 

- pourcentage de soufre. : 9 a 133 % 

- pourcentage d'azote : 1,8 a 24 % 

• pourcentage d'addes uronlques : 20 % a 30 % 

- Doldsmoleculairemoyenenpoids :2000ai0000daltorts 
. pouvoir rotatoire specrttque en solution aqueuse a 20°C : 

' [aj : 25* 8 + 55' 

D 

Ces melanges sont utUisables comme medicaments pour la 
prevention et le traitement des thromboses et pour le trarte- 
ment de I'hyperlipemie. 
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Nouveaux polysaccharides sulfates, procedes pour leur preparation et 
leur utilisation comma medicaments 

La presente invention a pour objet de nouveaux melanges ds polysaccha- 
rides sulfate's de poids moldculaire moyen en poids infdrieur a celui de 
1' heparins , utilisables comme agents anticoagulants et antithromboti- 
ques dans la prevention et le traitement des thromboses et comma agents 
hypolipemiants. 

L'heparine est un melange de mucopolysaccharides sulfates d f origine ani- 
mals, largement utilise pour ses proprietee anticoagulantes et anti- 
thrombotiques, notamment dans la prevention des thromboses veineuses 
post-ope*ratoires, et pour ses proprietes hypolipemiantes. On salt 
qu'elle agit dans 1b processus dB la coagulation en ectivant un inhi- 
biteur nature! de la coagulation contenu dans le sang, I'sntithrombi- 
ne III. L* activation de cette proteine a pour effet d'inhiber 1' action 
da deux proteases, le fecteur X-active (facteur Xa) d'une part et la 
thrombins d' autre part. 

L* activity anticoagulante in vitro de l'heparine est mesuree commune- 
ment par les techniques officielles des pharmaeopees, en particulier 
des pharmacopees emericaine, anglaise ou frangaisej en se reTerant a 

un etelon international* Plais il est maintenant possible ds roe surer sea 

■j 

ectivites specifiques in vitro, d*une part vis-a-vis du facteur Xa et 
d' autre part vis-a-vis da la thrombins (of. par example A. TEIEN et-al., 
Thrombosis Research, 11, 107, 1977). 

Les heperines coramerciales, qui sent des melanges de polysaccharidss 
dont le poids mol^culaire moyen en poids est superieur a 10 000 daltons 
et dont la dispersion de poids moleculaires va de 4 000 a 45 000 dal- 
tons environ, pr^sentent les activites in vitro suivantes : 

- Activite* anticoagulante mesuree par la methods de la pharmacopee 
francaise, Seme Edition, monographic heparins, en se referant au 3eme 
etalon international (ou activity anticoagulante codex) : 140 a 200u.i./ 
mg. 
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- Activity anti-Xa masur^e par la methods da TEIEN at al (d6ja cite*), 
en se reTarant au 3eme e*talon international : 160 a 180 u.i./mg. 

_ Activity A.P.T.T. (Activated Partial Thromboplastin Tims) mesurSe par 
la miSthode da TEIEN at al (d<5ja cite), en sa referant au 3erae etalon 
international : 150 a 170 u.i./mg. 

L'heparine est obligatoirement administrie par vols parenteral (en 
pratique la voie sous-cutanee) at sa duree d» action est relativement 
courta, d'oti lea deux inconvinienta majeurs suivants : n6cessite d'ef- 
fectuer troia administrations par jour at frequence relativement eievee 
d'accidents hemorragiques post operatoires. 

II est connu (of. JOHNSON et al, Thromboa. Haemostaa. Stuttg., 1976,35, 
586-591 ; LANE et al, Thrombosis Research 16, 651-662, Pergamon Press 
Ltd. 1979 5 LASKER, CHIU, Annals N.Y. Acad. Sci., 222, 1973, 971-977 ; 
LASKER, Adv. Exp. Pled. Biol. 52, 1975, 119-130) que l'on peut obtanir 
par f ractionnement da l'heparine, par exemple par filtration sur gel 
Sephadex, das fractions de poids raoieculaire rooyen plus faible que ce- 
lui de l'heparine et de dispersion da poids moieculaires nioina large 
que ceile de l'heparine: Ainsi que le montrent les esaais effectue*a in 
vitro et in vivo, de telles fractions d'una part sont relativement plus 
actives sur le facteur X-ective que aur la thrombins ( c'est-a-dire 
qu'elles preaentant un rapport 

activity a htl-Xa nettement superieur a 1), et d r autre part 

activita anti-throrobinique 

sont plus aise-ment ebsorbees dana la circulation a partir d'una injec- 
tion sous-cutanee que l'heparine elle-meme, d'ou una activite plaamati- 
qus plus, eiavee et de plus longue duree que celle de l'heparine. 

II est connu egalement (cf • LASKER et CHIU deja cite ; LASKER deja cite; 
brevet U.S. 3 766 1 67 j PERLIN et al, CARBOHYDRATE Research, 18, 1971, 
185-194) de preparer, par hydrolyse enzymatique ds l'heparine, des pro- 
duits ds depolymerisation ayant un poids molaculeire moyen baa (prati- 
quement 5 300 a 4 500 daltona, determine par ultracentrifugation) et 
une activity anticoagulants, determined par la methods U.S. P. N° XVII, 
d'environ 70 u.i./mg. Ces produita de .depolymeriaation peuvent etre 
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fractionnes, pap filtration aur gel Sephadex, en fractions dont lea 
poids moieculairas moyens, determines par ultracantrif ugation, v/ont 
de 3 200 a 5 900 deltons -at las activities anticoagulantes ds 45 b 95 
u.i./mg (methods U.5.P.)* Ces produits ds depolymerisation at lea 
fractions qui en sant issues sont actifs par la voie orala aussi bian 
que par la voie parenterals. 

II est connu aussi (cf. LASKER deja cite) de preparer, par depolymeri- 
sation de l'heparine a l'aida d'acide ascorbique at d'eau oxygenee, 
des produita de bas poids rooieculaire moyen* La depolymerisation a 
I'aide d'acide ascorbique at d'aau oxygenee conduit, apres fraction- 
nemant a l'alcool, a des fractions ayant un poids moieculaire moyen 
de 4 000 a 7 100 daltons st une activity anticoagulante de 12 a 100 
u.i./mg (methode U.S.P.). 

Enfin, il est connu (cf. demande de brevet anglais 2 002 406 A publiee 
le 21.02.1979) de preparer, par resulfatation de produits de depoly- 
mdrisation.de l'heparine denude d'activite anticoagulants, des oligo- 
poly saccharides ayant un poids moieculaire moyen, de" tannine par la 
mSthodB da Somogy, de 2 600 a 5 500 daltons, un pouvoir rotatoire spd- 
cifique mesurS an solution aqueuse a 20°C ds +40° a +50° at una acti- 
vity anticoagulants inferieure a 50 u.i./mg (methods U.S.P.) qui se- 
raient actifs aussi- bien par voie orala que par voie parenteral pour 
la prevention das thromboses. 

Les melanges de polysaccharides sulfates salon 1' invention sont des 
melanges de polysaccharides sulfates ayant la structure generals das 
polysaccharides constitutifs de l'heparine, c'est-a-dire pressntant 
les memes chainons eiementaires que les polysaccharides constitutifs 
de l'heparine, lesdits chatnons eiementaires etant liea de la mwne 
maniere que dans ces demiers. Toutefois, contrairemant aux polysaccha- 
rides constitutifs da l'heparine, les polysaccharides constitutifs des 
melanges selon 1' invention comportent une double liaison ethyienique a 
l'une des extremity's de leur chaine. 

Oans las melanges selon 1' invention, las groupes acidea des polysac- 
charides sulfates peuvent Stre sous forme libre ou sous forme sail- 
fiee, an particulisr sous forme de sel de sodium, de calcium ou de 
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magnesium. 

Lea melanges salon 1' Invention presentent, a l'etat da sal de sodium, 
las caracteristipues suivantea : 

- pourcentaga da soufre t 9 ^ 13,5 ^ 

- pourcentaga d' azote : 1,8 # a 2,5 ^ 

- pourcentaga d'acldea uroniqusa : 20 % a 30 % . 

- poids tnoleculaire moyen an poids : 2 000 a 10 000 daltona 

- pouvoir rotatoira specifique en aolution aqueuae a 20°C : 
120 



h: 



i +25° a +55° 



Las teneurs en soufre at en azote at la pouvoir rotatoira indiques 
ci-dessus ont 6t6 determines par las mSthodea da la pharmacopee fran- 
caise, Same edition, raonographie heparine. La teneur en acides uroni- 
qusa a St* determine* par la methods da N. BLUFIENKRANTZ at al. (Analy- 
tical Biochemistry, 54, 484, 1973). La poida moleculaire moyan en poids 
a M determine" par chromatographie par permeation de gal sur gel de 
polyacrylamida-agarosa en sa referent a das italons constitues par das 
heparinea de poids moleculaire moyen connu, aelon la methods de ANDERS- 
SON at al. (Thrombosia Research 9,575,1976). 

Lea polyaaccharidas conetitutifa dea melanges salon V invention repon- 
dant en particulier a la formula : 



H, OH (I) 



H NH - R- 




dana laqualle R designs un atoms d'hydrogene ou un groups carboxylique, 
soue forme acide ou sous forme salifiae, R' designs un groupe OH ou un 
groups eulfate, sous forma acide ou aous forme ealifi«5e, R, designe un 
groups OH ou un groupe sulfate, aoua forma acide ou sous forma salifiee 
R deaigne un groupe sulfonate, sous forme acide ou soua forma salifiee 
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ou un groups ecetyle, -0- deaigne un pont oxygene, les chainona G de- 
signent lee chainona du type glucosamine figurant dans la structure de 
l'.heparine, les chainona U designent les chainona du type acida uroni- 
qua (ecida D-glucuroniqua, acide L-iduronique, acide L-iduronique sul- 
5 Tat6) figurant dans la structure de 1' heparins, et n est un nombre 
entier de 3 a 20. 

Dans la formula (I) ci-dessus, les groupes acides des polysaccharides 
peuvent 8tre sous forme libra ou sous forme salifiee, en particuliar 
sous forma de sal de sodium ». de calcium ou de magnesium. 

10 Bien que la presents invention concerns V ensemble des melanges tela 
que de*flnis precedemment,. elle a plua particuliarBment pour objet ceux 
de ces mfilanges qui, a l'atat de eel de sodium, presentsnt les carac- 
teristiquea edditionnelles indique*es pour les categories I, II, III 
dans le tableau A ci-spree t 

15 TABLEAU A 



*5 





Cateoorie 


Cateqorie 


Cateaorie 




t 


II 


III 


Poids moleculaire moyen an 
poids (en daltone) 


8 000 a 
10 000 


3 000 a 
8 000 


2 000 % 
7 000 


Activity .anticoagulants in 
vitro Codex 


130 a 160 


80 k. 140 


10 a. 80 


Activite in vitro anti-Xa 


130 a 180 


120 a 250 


80 a 250 


Activite in vitro A.P,T.T. 


100 a 150 


60 a 120 


10 a 80 


Rapport 

activity in vitro anti-Xa 
activite in vitro A.P.T.T. 


1 a 1,5 


1,4 a 3 


2 a 10 



L'ectivite anticoagulante Codex indiquee dans la tableau A a ate* de*ter- 
minee par la methods de la pharmscppee francaise, 8ems Edition, monogra- 
phie heparine. tes activites anti-Xa at A.P;T.T. indiquees dana le ta- 
30 bleau A dQ merae qua calles indiquees plus loin dana las tableaux B et C 



- 6 - 



00401 44 



ont eta determineee par la methode da TEIEN at al. (deja cite), an eui- 
„ a nt laa modes operetoires decrits ci-dessoua : 
a) Unsure de 1 '^.tiuite antl-Xa s 

Catte activite eat determine sur plasma da bovin daplaquette a l'aida 
du aubatrat chromogene S 2222 [peptide chromogene da structure (N-ben- 
zoyl) Ue-Glu-Gly-Arg-(p-nitro)snilide] at an aa referent eu 3eme eta- 
Ion international. 

fl 10 0pl da solution du produit a tester ou de I'Stalon en milieu tampon 
aq ueu* Trie '/ EDTA pH 8,4, raprasantant 0,02 a 0,08 ^9 da produit ou 
d-etalon, on ajoute 100 ytl de plasms de bovin citrate, preelablement 
dilue au 2/5 avec le tampon trie / EDTA precedent. Aprea troia minutes 
□ 'incubation a 37">C, on ajouta 100 ^1 d'une solution aquausa de fac- 
teur Xa bovin represents 7 n Kat da factaur Xa. Aprta 30 aacondas 
d'incubation on a 3 oute 200 fl da solution equauaa da S 2222 represen- 
ted 0,2u.molB de S 2222. Aprea troia minutes d'incubation on ajoute 
300 ^ d'acida acetique at on lit la deneita optiqua de la solution a 
40S nni par rapport a da l'eau distillae. 

En tragant laa courbes qui donnent la densiti optiqua masuree en fonc- 
tion de la concentration d'une part dana la caa du produit a taster, 
d'autra part dana la caa da I'italon, on obtiant deux droites, l'une 
relative au produit a taster l'autre relative a 1'atalon. L'activita 
du produit a taster, exprimfa en unites intarnationalea par mg, eat 
donnas par la formula : ' 

penta de la droite relative au produit a teatar 



173 



penta da la droita relative a l'etalon 



la chiffra 173 correspondent a la valeur da 1' activite pour le Same 
B talon international. Le rapport ci-deseua dee pentaa dee deux droites 
est egal a 1'invarse du rapport das concentrations en produit a tester 
et en etalon conduisant a una mama densita optiqua. 

b) Haaure de Tactivita A.P.T.T. 

Le produit a tester et le Same etalon international aont dissoua dana 
une solution aqueuae 0,15 PI de chlorure da sodium, puis diluas avac du 
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plasma da bovin citrate* deplaquette* da fagan a obtenir daa concentra- 
tions en produit a tester ( ou en Stalon ) de 0 a 4 pg/ml. 

A 100 y.1 de la solution ainsi re"alise*e on ajoute IODji-1 de r^ectif 
"automated APTT Precibio" , (rSaetif a base de phospholipides de cerveau 
de lapin at de silice micronise*e) et, apres une incubation da 5 minutes 
a 37°C, 100 y.1 d'une solution aqueuse 0,025 PI de chlorure de calcium. 
On mesure le temps de coagulation a I'aide d'un fibrometre Bio-Herieux. 

En tracant les courbas qui donnent le logarithms du temps de coagula- 
tion en fonction da la concentration d'une part dans le cas du produit 
a taster, d* autre part dans le cas de l'Stalon, on obtient deux droitee. 
L f activite* du produit a tester, exprimSe en unites internationales par 
mg, est donn£e par la formula : 

pente de la droits relative au produit a tester 

173 

pente de la droits relative h l'Stalon 

le chiffre 173 correspondent a la valeur de l f activite* pour le 3eme 
dtalon international* 

Toutes les activites figurant dans les tableaux A, B at C sont expri- " 
me*es en unites internationales par mg (u.i./mg), en ss reTerant au 
3sme e* talon international. 

Les melanges selon V invention sont prepares par action d'une bass mi- 
nerals ou organique sur un ester d'heparine resultant de l'esterif ica- 
tion part ie lie ou totals des groupes acide carboxylique de 1* heparins* 
Dans est aster les groupes acides de l 1 heparins non esterifies (e'est- 
a.-dire les groupes sulfate acide et dventuellement une partie des grou- 
pes acide carboxylique) peuvent etre a l»6tat libre ou sous forme de 
selt en particulier de sel alcelin tel que le sel de sodium, de sal 
alcalino-terreux tel que le sel de calcium, de sel de magnesium ou de 
sel d T ammonium quaternaire a longue chaine tel que le sel de benz$- 
thonium. 

Dans le cas oo 1' ester d'heparine est soluble. dans l*eau (cae par exem- 
ple oo les groupes acides non esterifiea sont sous forme de sel da so- 
dium), la reaction entre V ester et la base peut etre effectuee dans 
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l'eau, a une temperature da 20«C a 80-C, la concentration molaire de 
la base dana la milieu Stent da preference comprise entre 0,1 et 0,6. 
Comma baaee utiliseblee on peut citer lea basaa solubles dana l'eau et 
' en particulier l'hydroxyde de sodium, l'hydroxyde de potassium, les 
carbonataa alcalina, la triethy lamina, la triethylenediamine, la qui- 
nuclidina, la diaza-1,5 bicyclo [a.3.0 jnonene-5 at la diaza-1,5 bi- 
cyclo [5.4.o] undecene-5. Una fois la reaction terminfia, on iaola la 
produit de depolymeriaation forme, par axempla par precipitation par 
addition da chlorura de sodium, puis da methanol. 

La- reaction antra l'eatar et la base paut egalement Stre affectuee, en 
■ particulier dana la caa eft lee groupes acidea non esterifies da l'eatar 
sont aous forma de sel d'ammonium quaternaira a longuo chains, dans un 
eolvant organiqua inarta dudit aster, tal qua par axempla la dichloro-. 
methane, le dimethylformamide, la formamide ou le tetrahydrofuranne, a 
une temperature de preference de 20»C a 80-C. Comma bases utilisables 
on peut citer lea basea solubles dana le solvent utilise et en perti- 
culiar le dUu-1.5 bloyrio [*.3.o] nonene-5, la quinuclidina at la 
diaza-1 ,S bicyclo [s.4.0.] undecene-5. Una foia la reaction terminee, 
on iaola la produit da depolymerisation formS, dana lequel lea grcupes • 
ID. acide cerboxylique sont encore aeterifies, a l'tftat da eel alcalin, at 
I'hydrolyae par une solution aqueuaed 'hydroxy de alcalin, en particu- 
lier d'hydroxyde da sodium, au mains 1«, a bases temperature (0"C a 
+5 . C ). La produit final eat eapare, par exemple par precipitation par 
addition de chlorure dB aodiuro, puis da methanol. 

25 Las eaters d'heparine utilises comma produits da depart pour la prepa- 
ration de. melanges da polysaccharides aalon 1'invention peuvant Stra 
das eatara non aeiectifs ou selectife. Par eeters non aeiactifa on en- 
tend dans le cadre da la omenta invention das esters d'heparine dana 
leaquela aont eaterifiea indifferemment laa groupea carboxyliques dee 
30 chainons acide 0-olucurcniqua, acids L-iduronique non sulfate et aci- 
de L-iduronique aulfete. Par estara seiectifa on entend dans le cadre 
de le presente invention des asters d'heparine dana lesquals sont eate- 
rifiea, partiellement ou totalement, eoit uniquement laa groupes car- 
boxyliques dee chainons acide D-giucuroniqua, eoit uniquement lea grou- 
pes carboxyliques dee chainons acide 0-glucuronique et acide L-iduroni- 
que non sulfate, soit encore uniquement lea groupes carboxyliquea dee 
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chalnons aoide L-iduronique non sulfate" et acide L-iduronique sulfate, 
soit enfih uniquement lea groupas carboxyliques des chalnons acide 
L-iduronique sulfate. 

Comma estera d' heparins utilisablas comma produit de depart dans lea 
5 proceeds salon 1' invention, on peut citer en particulier lea Bsters 

d' heparins decrits dana la brevet francais 2 150 724 et dans le brevet 
anglais 1 501 095, .ainsi que lea eaters methyliqus, ethyliqus, ethoxy- 
carbonylmethylique, cyanomethyliqus, benzylique et benzylique substitue 
(en particulier chloro-4 benzylique, nitro-4 benzylique) d' heparins. 
10 On entploie de preference comma produit de depart les ester ^ben^y li^ui^ 
substitue d» heparins. Les esters d* heparins utilises corome produits de 
depart dans les process selon 1* invention peuvent etre issus d'hepa- 
rine de n 1 imports quelle origine (heparins de poumon de boeuf , hepari- 
ns de muqueuse de pore* heparins d f intestine de boeuf, etc.,.), 

15 Les esters methylique, ethylique, ethoxycarbonylmethylique, cyanome- 
thyliqua, benzylique et benzyliquB substitue d 1 heparins non seiectifs 
peuvent etrs- obtenus par example par action d'un sel neutre .d* ammonium 
quaternaire ou d* amine de 1« heparins avec un derive halogene de formula 
Hal - CH 2 - R (II) dans laquelle Hal designs un atome de chlore, de 

20 brome ou d'iode et R disigne un atome d' hydrogens ou un groups methyle, 
ethoxycarbonyl, cyano, phenyls ou phenyls substitue. Cstts reaction est 
sffectuee en solution ou en suspension dans un solvant inerte tel que 
le dimethylformamide, la chlorure de methylene, le dime thy lsulfoxyde, 
le tetrahydrofuranne ou V acetone,' a une temperature comprise entre 

25 -20«C at +60°C, 

Les esters methylique, ethylique, ethoxycarbonylmethylique, cyanomethy- 
lique, benzylique et benzylique substitue d'heparine dans lesquels sont 
esterifies, partiellement ou totalemant, soit uniquement les group es 
carboxyliques das chalnons acide D-glucuronique, soit uniquement les 

30 groupes carboxyliques des chalnons acide D-glucuronique et acide 

L-iduronique non sulfate, sont obtanua par reaction d'un derive halogene 
de formula (II) tal qua d6fini precedemment evec un sel acide d« ammo- 
nium quaternaire de l'hjSparine dana lequel aont salifies, outre les 
groupes sulfate, soit uniquement les groupes carboxyliques des chai- 

35 nons ecide D-glucuronique, soit uniquement les groupss cerboxyliquas 
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des chainons acide D-glucuronique et acide L-iduroniqua non sulfate^ 
les autres groupes carboxyliquea etant sous forme acide. Cetts reac- 
tion est ef fectuee dans lea memes conditions qua la reaction du derive* 
halogens* da formula (II) avsc un sel neutra d'ammonium quaternaire ds 
l'heparine. 

Les sels acides d'ammonium quaternaire de l'heparinB, dsns lesquels 
sont salifies, outre Ibs groupes sulfate, uniquement les groupes carbo- 
xyliquea des chainons acide D-glucuronique, sont obtenus par action 
d'un sal d'ammonium quaternaire sur l'heparine, en milieu aqueux, a un 
pH compris entre 3 et 4. 

Les sels acides d'ammonium quaternaire de l'heparine, dans lesquels sont 
salifies, outre les groupes sulfate, uniquement las groupes carboxyli- 
ques des chainons acides D-glucuronique et L-iduronique non sulfate, 
sont obtenus par action d'un sel d'ammonium quaternaire sur l'heparine, 
en milieu aqueux, a un pH suff isamment bas pour former le sel d'ammo- 
nium quatarnaire de l'heparine dans lequel seuls sont salifies les 
groupes sulfate (an pratique pH 2 a 2,5), puis neutralisation selective 
des groupes carboxyliques des chainons acide D-glucuronique et acide 
L-iduroniquB non sulfate du produit ainsi obtenu par addition d'une 
quantite calculee. d' hydroxy da d'ammonium quaternaire en milieu dimethyl- 
formamide. Cette quantity est calculee en ss basant sur la courbe de 
neutralisation d'une prise de poide determine dudit produit en milieu 
diiroSthylf ormamide . 

Les esters methylique, ethylique, 6thoxycarbonylm6thylique, cyanomiS- 
thylique, benzylique et benzylique substitua d 1 heparins dans lesquels 
sont esterifies, partiellement ou totaleraent, soit uniquement les 
groupBS carboxyliques des chainons acide L-iduronique sulfate soit uni- 
quement les groupes carboxyliques des chalnone acide L-iduronique non 
sulfate et acide L-iduronique sulfate sont prepares par action d'un 
alcool de formule HO - CH 2 - R (III), dans laquelle R est yh atome 
d'hydrogene, ou un groupe methyls, iSthoxycsrbonyl, cyano, phenyls ou 
phenyle substitue, sur l'heparine, en milieu aqueux, en presence d'un 
agent de condensation du type carbodiimidB soluble dans 1'eau tel que 
pax exemple l'^thyl-1 (dimiltnylamino-3 propyl)-3 carbodiiraide , le pH 
du milieu Stent ejusta* a une veleur comprise dans l'interualle 3,5-4,5 
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dans la premier cas at a una va-leur comprise dans 1'intervalie 2-3 
dans la deuxieme cas. Comma alcool da formula (III) utilisable on 
pBUt citer an particulier le methanol et l'Sthenol, auqual cas on 
obtient respectivemant des esters d'heparine selectifs mSthylique at 
dthyliqus* 



Las process salon l'invantion utilisant I'ection d'une base minerals 
ou organique sur un ester d'heparine, qui eont des proca"d6s par 
^-elimination, permettent de rEalisar une depolymerisation partialis 
et controlee de 1' heparins sans alterar sa structure generals* 

10 Las melanges de polysaccharides sulfated salon l'invantion possadant 

das activity's anticoagulanta et antithrombotique at una activity hypo- 
liperaianta. Pour les melanges de poids moleculaire. moyen suff isamment 
faible (en pratique infsrieur ou egal a 7 000 daltons), l'activita* an- 
tithrombotique est superieure a l'activitS anticoagulante. Les melan- 

15 gas salon l'invantion sont peu toxiques. A titre d' example, le produit 
de 1' example 9 ast atoxique & la dose de 300mg/kg chez la rat et la 
sourie, , lorsqu'il ast administre* par la voia intra-vaineuse, at pre- 
sents una toxicity identiqua a calle dB I'heparina, lorsqu'il est 
administre* par la voia sous-cut ang*e. 

20 Les melanges da polysaccharides sulfates selon l'invantion dans las- 
quels las groupes acides des polysaccharides sont sous forma de ssls 
pharraaceutiquement acceptables, an particulier sous forma da sal de 
sodium, de calcium ou da magnesium, sont utilisables, en tant qu r agents 
anticoagulants et antithrombotiques, pour la prevention at le traite- 
25 mant des thromboses* lis sont rSgslement utilisablee pour 1b traitement 
de 1* hyperlipemia. lis psuvent etre avantageuaamant substitute a 
I'heparina pour da telles applications. En sffet, administres par vols 
* sous-cutane*e, ils prssentent une plus longus durde d'action que l'hd- 
parina, ce qui permet de diminuer la frequence des injections. D' autre 
part, ils provoquent moins d'effets secondeires (effete hemorragiquas) 
que. l'heparine. 

Ils peuvent Stra edministres, en melange avec un ve"hicula pharmaceu- 
tiquement acceptable, par voia intraveineuss, par voia sous-cutanee, 
par vpie pulmonaire (inhalation), par voia ractale, et, pour les 
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« nnsa de poids molaculaira -noyan suffisa-nmant bas (nalangaa da la 
t 7Ze U °°» Particuuer), par voia orala. Uaa doses adninist^aa 

- - — «— - {erf9t anti - 

thrombotique ou hypolipemiant) . 

Lee a^las suivanta ilWrant 1-invantion sans la linitar. 

Le 8 al nsutra da ton****- < — « TTaYT^aT 

suivantes 5 

. poida n ol«=ulaira n,oyan an poids « 16 000 oaltons 
. pouvoir rotatoirs specif iqua an aolution aqususe a 20 C . 



25 



20 



D 



30 



. activity anticoagulants Codex : 157 u.i./mtj 

La sal neutre da bsn*tHonl U » ^ ™ T^^tTa^: 
^■rnritiit da depart dans lea examples 4 a 9 et n est issu 

rrzi™ : — — - — — 

. „„,*, dkw. ~y» « ■■»"■ ' " 4 °° d """" 

- sctivite anticoagulants Codax s 12B u.i./™9 

Le sal nautre de benzethoniu* d-heparine. ou heparinate da 

^ coramB produit ds depart dans M « est iaau d-une hS pa- 
r W Jl - Pore ayant un poida flairs -yen an poida de 
0 dells, un pouvoir rotatoire ^cifique an solution aquause a 
20-C da + 44- at una actios anticoagulanta codex da 180 „.!./■». 

Ue sal oe aodiU, d-n^parina utilise co^a produit da depart dans las 
exe^es 17 > 19 -respono * Sparine da ^queues da pore ci-dassus. 
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EXEttPLE 1 

A una solution da 30 g d'heparinate da benze*thonium dans 600 ml de di- 
mSthylformamide an ajoute 30 g de chlorure de (chloro-4}bsnzyle. Apres 
dissolution, on laisse en contact 60 heures a la temperature ambiante 
(environ 20°C).puis ajoute 600 ml d'une solution a 10 % d» acetate de 
sodium dans le methanol. Le pre*cipite* forme* est separe" par filtration, 
lave" au methanol et stSche' sous vide. On obtiBnt ainsi 10,75 g d* ester 
chloro-4 benzylique d 'heparins, sous forme de sel de sodium. 



On met en contact, sous agitation, 1' ester obtenu avec 269 ml d*une so- 
10 lution aqueuse 0,4N d'hydroxyde de sodium a 25°C. Au bout de 2 heures 
on neutralise par addition d'une solution aqueuse Q,4N d 1 acids chlo- 
rhydrique et pre"cipite par addition de deux volumes (c 'est-a-dire la 
double du volume de la phase aqueuae) de methanol. On isole par filtra- 
tion 8,46 g d* heparins depolyme"risde, sous forme de sel de sodium.' 

15 EXEFIPLE 2 

A une solution de 30 g d'heparinate de benz^thonium dans 600 ml de di- 
mgthylformamide on ajoute 30 g de chlorure da benzyle. Apres dissolu- 
tion, on laisse en contact 60 heures a la temperature ambiante, puis 
prScipite par addition da 600 ml d'une solution a 10 d'ac^tate da 
20 sodium dans le methanol. On isole le pre*cipite* par filtration, le lave 
au methanol et le sacha sous vide. On obtient ainsi 11,4 g d , e V a^r X V^ 
d'heparins sous forme de sal de sodium. 

On mat en contact pendant deux heures, sous agitation, 3 g d* ester 
ci-dessua avec 75 ml d'une solution aqueuse 0,4N d'hydroxyde de sodium 
25 a- 2Q 0 C-25°C. Puis on neutralise par addition d'une solution aqueuse 
0,4M d'acide chlorhydrique et precipite par addition de 2 volumes de 
. methanol. On i B ole ainsi 2,23 g d'heparine depolyme*risee, sous forme 
da sel da sodium. 



30 



EXEWPLE 3 



A une solution de 10 g d'heparinate de *enz6thonium dans 250 ml de di- 
chloromithane on ajoute 10 g de chlorure de benzyle. 



Apres dissolution, on abandonne 24 heuree a la temperature ambiante, 
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puis evapore 1b solvant sous vide. Lb residu est diasous dans 150 ml 
da dimethylformamide at on precipita par addition de 150 ml d'une aolu- 
tion d' acetate de sodium a 10 % dans la methanol. On separe par filtra- 
tion 3,67 g d'ester benzylique d '.neper ins, sous forme de sel da sodium. 

On traite sous agitation, pendant 2 heures, 2 g de 1< ester ci-dessus 
avec 50 ml d'une solution aqueuse 0,1N d'hydroxyde da sodium a 60°C. 
Apres refroidissemant, on neutralise par addition d'une solution aqueu- 
se 0,1N d'acide chlorhydrique, puis precipite par addition de 2 volumes 
de methanol. On obtient ainsi 1,54 g d'heparine depolymerisee, sous 
forms de sel de sodium. 

EXCriPLE 4 

A une solution de 5 g d'heparinate de benzethonium dans 125 ml de di- 
chloromethane on ajoute 5 g de chlorecetate d'ethyla-et, apres dissolu- 
tion, on laisae en contact pendant 3 jours a la temperature ambiante. 
On evapore le solvant sous wide, reprend le residu par 75 ml da dime- 
thylformamide et precipita par addition da 75 ml d'une solution a 10 % 
d< acetate de sodium dans le methanol. Le precipite, separfi par filtra- 
tion, est l^e Tpui nihe sous vide. On obtient ainsi 1,72 g d' ester 
carbethoxymethylique d'heparine, sous forme de sal de sodium. 

On traite 1,7 g del' ester ci-dessus par 43 ml d'une solution aqueuse 
0,1N d'hydroxyde de sodium a 6Q°C, sous agitation, pendant deux heures. 
Apres refroidissement, on neutralise par addition d'une solution aqueu- 
se 0,1N d'acide chlorhydrique et precipite par addition de deux volumes 
de methanol. On isole par filtration 1,33 g d'heparina depolymerisee, 
sous forme de sel de sodium. 

EXEHPLE S_ 

A une solution de 10 g d'heparinate de benzethonium dans 250 ml de di- 
chloromethane on ajoute 10 g de chlorure da (chloro-4) benzyls, que 1'on 
dissout par agitation. On abandonne la solution pendant 24 hsures a 
temperature ambianta puis evapore le solvant sous vide. Le residu est 
repris par 150 ml de diinethylformamide et on precipita par addition de 
150 ml de solution a 10 % d ' acetate de sodium dans le methanol. Apres 
filtration, lavage du precipite au methanol et sechage sous vids, on 
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isole 3,84 g d' ester chloro-4 benzylique d'heparine, sous forme de sel 
ds sodium. 

On traite 2 g da 1' aster ci-dessus par 50 ml d'une solution aquBUse 
0,1 N d'hydroxyds ds sodium a 60°C, sous agitation, pendant deux heures. 
Apres refroidisaement et neutralisation par une solution aqueuse 0,1 N 
d'acide chlorhydrique, on precipite par addition dB deux volumes de 
methanol. On isole le pr6cipite par filtration, le lave au methanol et 
la seche sous vide. On obtient ainsi 1,38 g d'heparine d^polymdrisde, 
sous forme de sel de sodium. 

EXgMPLC 6 

A une solution da 5 g d'heparinate de benz^thonium dans 125 ml de di- 
chloromethanB on ajoute 5 g de chlorure de (nitro-4)benzyle, que I'on 
dissout par agitation. La solution est ensuite abandonnee pendant 
3 jours a la temperature ambiante, puis on 6 vapors le solvent sous vide 
et dissout le rssidu dans 75 ml de dimithylformamide. On precipite 
1* ester forme par addition de 75 ml de solution a 10 % d' acetate de so- 
dium dans le methanol. Le precipite' est recueilli par filtration, lave 
au methanol et sech£ sous vide. On obtient ainsi 1,89 g d f ester nitro-4 
bsnzyliqus d'heparine, sous forme de sel de sodium. 

On traits 1,85 g de 1* ester ci-dessus par 46 ml d'une solution aqueuse 
0,1N d* hydroxy de de sodium a 60 °C, pendant deux heures, sous agitation. 
Aprs a refroidisaement, on neutralise par addition d'une solution aqueu- 
se 0,1 N d'acide .chlorhydrique, puis precipite par addition de deux 
volumes de methanol. Le precipite est isole par filtration, lave" au 
methanol et seche sous vide. On obtient ainsi 1,13 g d'heparine depo- 
lyme*risee, sous forme de sel de sodium. 

EXEMPLE 7 

A une solution de 30 g d'heparinate de benzethonium dans 500 ml de di- 
chlorome thane on ajoute 30 g de chlorure de benzyls, que I'on dissout 
par agitation. La solution est ensuite abandonneB a temperature ambian- 
te pendant 24 heures, puis on evapora le solvent sous vide et reprend 
le rssidu par 400 ml d' ether. L' insoluble est separ§ par filtration. 
On obtient ainsi 30 g d* ester benzylique d'heparine, sous forme de sel 
de benzethonium. Cet ester est dissous dans 200 ml de .dichlorora£thane 
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contanant 8 ml da diaza-1,5 bicyclo [4.3 .0.] nonane-5. On porta a reflu* 
pendant 3h30, puis evapore la solvent sous vide. La residu est dissous 
dans 450 ml da diethyl formamide at on ajouta un Sgal volume d'une so.- 
lutiori a 10 % d 'acetate de sodium dens la methanol. La precipite est 
recueilli par filtration et lave* au methanol. Puis on la trsite a Q°C 
pendant una haure par une solution aqueuse 1N d'hydroxyde de sodium. 
Apras neutralisation, on precipite par addition da deux volumes da me- 
thanol. La precipite est isoie par filtration, lave* au methanol et s6- 
che sous vide. 

On obtiant 6,6 g d'heparine depolymerisee, sous forme.de sel de sodium. 
EXEtTPLE a 

A une solution de 10 g d'heparinatB de benzethonium dans 250 ml de di- 
chloromethane on ajoute 10 g de chlorure de (chloro-4)benzyle, quB l'on 
dissout par agitation. La solution est ebandonnee & temperature ambian- 
ta pendant 24 heures, puis on evapore le solvent sous vide. On reprand 
le residu par 200 ml d' ether et i'sole par filtration le precipite forme. 
On obtiant ainsi 10 g d' ester chloro-4 benzylique d'heparine, sous for- 
me de sel de benzethonium. 

On dissout 5 g de ce produit dans 100 ml de dichloromethane contanant 
1,5 ml de diaza-1,5 bicyclo [*.3.o] nonene-5 at porta a reflux pendant 
A heures. Puis on evapore la solvent sous vide, reprand la residu par 
30 ml de "dimethylformamids et ajouta 100 ml d'una solution a 10 % 
d» acetate de sodium dans le. methanol. Le precipite forme est isoie par 
filtration, lave au methanol, puis traite par 24 ml d'une solution 
aqueuae 1N d'hydroxyde de sodium pendant une haure a 0°C. On neutralise 
par addition d • una * solution equeuse IN d'acide chlorhydrique et preci- 
pite par addition de deux volumes de methanol. On separe le precipite* 
"par filtration. Apres lavage au methanol et sechage sous vide, on ob- . 
tient i g d'heparine depolymerieee, sous forme ds sel de sodium. 

EXEDPLE 9 

A une solution da 30 g d'heparinate da benzethonium dans 600 ml da di- 
methylformamide on ajoute 30 9 de chlorure da benzyle. Apres dissolu- 
tion, on laisse en contact pendant 60 heures a la temperature arabiante, 



- 17 - 



0040144 



puis on precipite 1' ester forme* par addition de 1 200 ml d'une solu- 
tion a 10 % d' acetate de sodium dans le methanol. Le pre*cipite* est 
ieol«S par filtration, lavd au methanol et secne* sous vide. On obtient 
ainsi 11, 4 g d'ester benzylique d'heparine, sous forme de sel de 
sodium. 



On traite 10 g de V aster ci-dessus par 250 ml d'une solution aqueuse 
0,1N d'hydroxyde da sodium a 60°C, pendant deux heures sous agitation. 
Apres refroidissement, on neutralise par une solution aqueuse 0,1N ' 
d'acide chlorhydrique et precipite par addition de deux' volumes de 
methanol. J.e pracipit* est filtrS, lave" au methanol at siSche* sous vi- 
de. On obtient ainsi 6,65 g d'heparine depolymSrisSe, sous forme de 
sel de sodium. 

EXCMPLC 10 

A una solution de 120 g d'heparinate de benzethonium dans 2,4 1 de di- 
methylformamide on ajoute 120 g de chlorure de (chloro-4) benzyls, que 
l»on dissout par agitation. La solution est ensuite abandonnee a tem- 
perature ambiante pendant 60 heures, puis on ajoute 2,4 1 d'une. solu- , 
tion a 10 % d» acetate de sodium dans du methanol. Lb precipite- forme* 
est sepertS par filtration, lavs' au methanol et sech<5 sous vide. On 
obtient ainsi 46 g d'ester chloro-4 benzylique d'heparine, sous forme 
da sel da sodium. 

On traite 20 g de 1'ester ci-dessus par 500 ml d'une solution aqueuse 
0.1N d'hydroxyde de sodium a 60-C, pendant deux heures, sous agita- 
tion. Apres refroidissement. et neutralisation, on prScipite par addi- 
tion de deux volumes de methanol. On isole par filtration 11,7 g d'he- 
parine depolyrae*risee, sous forme de sel de sodium. 

EXEWPLC 11 

A une solution de 30 g d'heparinate de benzethonium dans 750 ml de di- 
chloromethane on ajoute 30 g d'iodure de methyle, que l'on dissout par 
agitation. On ebandonne la solution pendant 48 heures a temperature 
ambiante, puis Svapore le solvent sous vide. Le r<5sidu est.repris par 
450 ml de dimethyl f or mamide et on precipite par addition de 450 ml de 
solution a 10 % d'acetate de sodium dans le methanol. Apres filtration, 
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Is precipite est lave au methanol et sechS sous vide. On isole ainsi 
10,5 g d'ester methylique d'heparine, sous forma de sal de sodium. 

On traite 2 g de l'ester ci-dessus par 50 ml d'une solution aqueuse 
0,1N d'hydroxyde de sodium a 60 0 C, sous agitation, pendant daux heures. 
A^ras refroidissament, on amene la pH de la solution a 4,5 environ par 
agitation avec una resine echangeuse d'ions carboxylique sous forme H . 
La reaine est ensuite separee par filtration at lavee a 1'eau. Les 
phases aquausas rassemblees sont neutralises par addition ■ d « une solu- 
tion aqueuse diluee d'hydroxyde da sodium, puis on lyophilise. On ob- 
tient ainsi 2 g d'heparine depolymerisee, sous forme de sel de sodium. 

EXEWPLE 12 

On traite 3 g de l'ester chloro-4 benzy lique d'heparine obtenu a 
l'exemple 10 par 120 ml d'une solution aqueuse a 10 % de carbonate 
disodique a 60°C, pendant deux heures, sous agitation. Apres refroi- 
dissement, on neutralise par une solution aqueuse 0,4N d'acide chlo- 
rhydrique et precipite par addition de deux volumes de methanol. On 
isole par filtration 1,57 g d'heparine depolymerisee, sous forme de 
sel de sodium. 

EXEITPLE 13 

A une solution de 30 g d'heparinate de benzethonium dans 600 ml de di- 
methylformamide'on ajoute 30 g de chloracetate d'6thyla. Apres disso- 
lution, on laisse en contact 60 heures a la temperature ambiante, puis 
ajoute 600 ml d'une solution a 10 # d'acetate de sodium dans du metha- 
nol. Le precipit6 forme est separe par filtration, lave au methanol 
et seche sous vide. On obtient ainsi 10,78 g d'aster carbethoxymethy- 
lique d'heparine, sous forme de sel de sodium. 

On met en contact, sous agitation, 3 g de l'ester ci-dessus avec 100 ml 
d'une solution aqueuse a 3 % de triethylamine a la temperature de 60«C. 
Au bout de 5 heures, on neutralise par addition d'une aolution aqueuse 
d'acide chlorhydrique, puis precipite par addition de 2 volumes de 
methanol. On isole par filtration 2,5 g d'heparine depolymerisee sous 
forme da sel de sodium. 
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EXEKPLE 14 

A una solution .de 5 g d'hgparinata de benzethonium dans 125 ml de di- 
chloromethane on ajoute 5 g de chloracetonitrile, que l f on dissout par 
agitation* On abandonne la solution pendant 48 heures a, temperature am- 
biante, puis on evapore le solvant sous vide. La residu eat diesous 
dans 75 ml de' dimethylformamide et on precipite par addition da 75 ml 
d'une solution a 10 % d 1 acetate da sodium dans le methanol. La precipi- 
te est separe par filtration, laud au methanol et seche* sous vide. On 
obtient ainsi 1,63 g d'ester cyahomethylique d f heparins, sous forme de 
sel de sodium. 

On trait e 1* ester obtenu par 40 ml d'une solution aqueuse Q,1M d f hydro- 
xy de de sodium b. 60°C, sous agitation, pendant deux heures. Apres re- 
froidissement, on neutralise par addition d'une solution ' aqueuse 0,1N 
d'acide chlorhydrique, puis precipite par addition de deux volumes de 
methanol. On isole par filtration 1,33 g d' heparins depolymerisee, 
sous forme de eel de sodium. 

EXEKPLE 15 

On dissout sous agitation 3g de 1* ester chloro-4 benrylique d* heparins 
obtenu a 1* example 10 dans 120 ml d'une solution aqueuse a 10 % de car- 
bonate disodiqua. Apres deux heures d 1 agitation a une temperature de 
20°C a 25°C, on amene le pH de la solution a 6 par addition d'une solu- 
tion aqueuse N d'acide chlorhydrique t puis ajoute un volume da methanol 
dgal a daux foia le volume de la solution aqueuse* On isole par filtra- 
tion la precipite* forme et obtient ainsi 2,1 g d' ester chloro-4 benzy- 
lique d 1 heparins. 

On txaite sous agitation, pendant deux heures, 2 g de 1' ester ci-dessus 
per 50 ml d'une solution aqueuse 0,1 N d* hydroxy da de sodium & 60°C« 
Apres refroidissement, on neutralise par addition d'une solution aqueu- 
se 0,1 N d'acide chlorhydrique, puis precipite par addition de deux vo- 
lumes de methanol. On obtient ainsi 1,4 g d' heparins depolymerisee , 
sous forme de sel de sodium. 

Dana las examples 1 a 10 et 12 & 15 precedents, avant de precipitsr le 
produit forme par addition dee deux volumes de methanol, on a a juste 
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la concentration an NaCl de la phase aqueuse a 10 % par addition de 
chlorurB de sodium, 

EXEKPLE 16 

A une solution de 10 g d'heparinate de benz6thonium dans 250 ml de di- 
chlorome*thane, on ajouta 10 g de chlorure de (chloro-4) benzyle que 
l»on dissout par agitation. La solution est abandonnee a temperature 
ambiantB pendant 24 heures, puis on precipite 1» ester forme* par addi- 
tion d'une solution a 10 % d*ace*tate de sodium dans du methanol. La pre- 
cipite* est filtre\ laws* au methanol* On obtient ainsi 3,72 g d* ester 
chloro-4 beniyliquB d'heparine, sous forme de sel de sodium. 

On traits a S0°C, pendant 5 heures, una solution de. 0,500 g de l'ester 
precedent dans 10 ml da formamide par 0,5 ml de diaza-1,5 bicyclo 
[4,3,o] nonene-5. Aprea refroidissement, on precipite par addition de 
70 ml d'acetone. On re cue ill e ainsi 0,364 g d'un produit qui est traite 
a 0°C, pendant 2 heures, par 6 ml d'une solution aqueuse N d'hydroxyde 
de sodium. La phase aquause Bst neutralisSe par addition d'une solution 
aqueuse N d'acide chlorhydrique et sa concentration en NaCl est ajustee 
a 10 % par addition de chlorure de sodium- On precipite par addition de 
deux volumes de methanol. On isole ainsi 0,263 g d'heparine depolyme- 
risea, sous forme de sel de sodium. 

EXCflPLE 17 

A une solution de 10 g d'heparine (sel de sodium) dans 40 ml d'eau on 
ajoute 2,5 ml d'acide acetique puis, lentement at sous agitation, 150 ml 
d'unet. solution aqueuse a 10 % de chlorure de benzethonium. Le pr^cipitd 
forme* est recueilli par centrifugation, laufi a l'eau et seche sous vide. 
On obtient 35; 57 g d'heparinate acide de benzethoniura. 

On traita 11 g du produit precedent par 11 g de chlorure de (chloro-4) 
benzyls dissous dans 110 ml de dimethylf orroamide , pendant 48 heures, & 
la temperature ambiante. On ajoute 220 ml d'une solution a 10 % d'ace- 
tate de sodium dans la methanol. Le pr6cipite forme" est f litre et lav6 
au methanol. On' obtient ainsi 4,70 g d'ester (chloro-4) benzylique 
d'heparine, sous forme de sel de sodium. 
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4 g de l 1 ester cl-dessus sont dissous dans 20 ml d'eau et on a j out a 
lentement, sous agitation, 40 ml d'une solution aqueuse a 20 % de 
chlorure de benz^thonium. Le pre*cipitg forme" est recueilli par centri- 
fugation, lave" a l'eau et 3e*che > sous vide. On obtient ainsi 1' ester 
5 (chloro-4) benzylique d 1 heparins, sous forme de sel de benz6tbonium. 

1 g da 1* ester ci-dessus sous forme da sel de benzfithonium Bet dissous 
dans 20 ml da dimSthylformamide et est traits" par 1 ml de diaza-1,5 
bicyclo [4,3,0] nonene-5 k 60°C, pendant 5 hsures. Apres refroidisse- 
msnt,on prdclpita par addition de 50 ml d'une solution a 10 % d'ac6tete 

10 de sodium dans la methanol. On obtient ainsi 0,346 g d'un produit qui 
est traits a 0°C, pendant deux heures, par 5,8 ml d'une solution aqueu- 
se N d'hydroxyde de sodium. La phase aqueuse est neutralised par addi- 
tion d'une solution aqueuse N d* acids chlorhydrique et sa concentration 
en NaCI est ajusts*e a 10 % par addition de chlorure de sodium. On pre 1 - 

15 cipite par addition de deux volumes de methanol. Apres filtration et 
lavage au methanol du precipite*, on obtient 0,253 g d 1 heparins depoly- 
mdrisee sous forms de sel de sodium. 

EXEWPLE 18 

A une solution de 10 g d'heparine (sel de sodium) dans 40 ml d'eau on 
20 ajoute 2,5 ml d'acide formique puis, lentement et sous agitation, 150ml 
d'une solution aqueuse a 10 % de chlorure ds benzdthonium. Oh recueille 
la precipite" par centrifugation, le lave a l'eau et le seehe sous vide. 
On obtient ainsi 20,5 g d 1 heparins te acids da benze*thoniunu On dissout 
2,95 g du produit precedent dans 60 ml de dime*thylformamide» puis on 
25 ajoute 5,? ml d'une solution 0,1N d'hydroxyde de tStrabutylammonium 
dans un melange n-propenol/m6thenol. 

Apres addition ds 2,95 g de chlorure de (chloro-4) benzyle on abandonne 
cinq jours a temperature ambiante. On ajoute 74 ml d'une solution a 10# 
d* acetate ds sodium dans le methanol. On isole par filtration 1,32 g 
30 d' ester (chloro-4) benzylique d'heparine, sous forme de sel de sodium. 



L 1 ester ci-dessus est dissous dans 6,4 ml d'eau et on ajoute lentement, 
sous agitation, 12,8 ml d'une solution aqueuse a 20 % de chlorure de 
benzSthonium. Le precipita" forme* est recueilli par centrifugation, lave* 
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a l»eau et seche" sous vide. On obtient ainsi raster chloro-4 benzyli- 
que d'heparine, sous forme de sel da benzethonium,. 

1 g de 1' ester ci-dassus sous forme de sel de benzethonium est dissous 
dans 20 ml de dichlorom^thane et on ajoute 1 ml de diaza-1,5 bicyclo 
[4,3,03 nonene-5. On chauffe au reflux pendant .5 heures, puis evapore 
le solvant sous vide, reprend le riSsidu par 15 ml de dimethylformamide 
et ajoute 20 ml d'une solution a 10 % d'acetate de sodium dans le me- ■ 
thanol. Le precipite forme est isol<5 par filtration et lave au methanol. 

On obtient ainsi 0,405 g d'un produit qui est traits a 0°C, pendant 
deux heures, par 6 ml d'une solution aqueuse N d» hydroxy de de sodium* 
La phase aqueuse est neutralised par addition d'une solution aqueuse N 
d'acide chlorhydrique et sa concentration en NaCl est ajuatee a 10 % 
par addition de chlorure de sodium. On precipite par addition de deux 
volumes de methanol. Apree filtration et lavage au methanol du preci- 
pitin, on obtient 0,355 g d'heparine depolymerisee sous forme de sel de 
sodium. 

EXEMPLE 19 

On dissout 0,600 g d'heparine (sel de sodium) dans 7 ml d'eau et ajuste 
le pH de la solution a 3,5 par addition d'une solution aqueuse N d'aci- 
de chlorhydrique. Puis on ajoute 0,300 g d'ethyl-1 (dimethylamino-3 
propyl)-3 carbodiimide et, ap res dissolution, abandonne la solution 
pendant una heura a la temperature ambiante. On ajoute 2,5 ml d'une so- 
lution aqueuse de chlorure de sodium a 280 g/l, puis 15 ml de methanol. 
Le precipite forme est isol* par filtration f lave* au methanol et seche* 
sous vide. On obtient ainsi 0,527 g d ■ ester mSthylique d'heparine, sous 
forme de sel de sodium, dont le taux d'esterif ication des groupes car- 
"boxyliquee est 50 %. 

On dissout 0,300 g de l'ester precedent dans 7,5 ml d'une solution 
aqueuse 0,1M d'hydroxyde de sodium et chauffe a 60»C pendant deux heu- 
tbb. Apres refroidissement on neutralise par addition d'une solution 
aqueuse 0,1 N d'acide chlorhydrique, ajuste la concentration en NaCl 
du milieu a 10 % par addition de chlorure de sodium et precipite par 
addition de deux volumes de methanol. On obtient ainsi 0,200 g d'hepe- 
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rine depolym6rise*e, sous forma de sel de sodium. 

Les tableaux fl et C suivants donnent las caractSristiques des produits 
(he*parines depolym^risees sous forme de sel de sodium) prepares dans 
les exemples 1 a 19. Les pourcsntages de soufre, d* azote et d'acides 
5 uroniques, les pouvoirs rotatoires specif iquee en solution aqueuse a 
,20°C, les poids mole'culaires moyens en poids et les activity indique*s 
dans ce tableau ont e"t6 diStermine's par lee mSthodes signalees pr6ce*dem- 
ment. Dans la colonne dispersion de poids mole'culaires figurent les 
valBurs extremes approximatives des poids mole'culaires des polysaccha- 

1Q rides constitutifs des melanges, telles que ds*termine*es par chromato- 
graphic par permeation de gel sur gel de polyacrylamide-agarosB* Dana 
la colonne viscosity figurent les viscosity h 25°C des solutions aqueu- 
ses a 10 % des produits. Dans la colonne absorption UV figurent les 
absorptions, sous une epaisseur de 1 cm, de solutions a 1 % des produits 

15 dans HC1 0,01N, V absorption gtant mesure*B au maximum d' absorption si- 
tu* dans la zone 220 - 232 nnu 

TABLEAU C 





Exemola 


Poids mol^culaire 


Absorption 
U V 


Activity anticoagulants 


20 




moyen 
(en del tons) 


anti Xa 
in vitro 


APTT 
in vitro 


Codex 
in vitro 




16 - 


4200 


6 


140 


63 


60 




17 


5500 


7 1.96 


- 165 


80 


70 




18 


4400 


6,3 


110 


60 


40 




. 19 


5000 


10,9 


150 


45 


50 


25 
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TABLEAU B 



pic 


# 

acidcs 
urchiqucs 


£ 5 




feci 20 

L Jd 


Poids 
mol^culairc 
moysn 
(cn doltons) 


Dispersion 
ds poids . 
molcculai.vca . 


1 


23,0 


11,3 


r » * 


*t* ** t T 


* 7 300 


1 600 - 12 000 


2 


26 f 0 


1 I , u 


? n 




6 500 

W www 


1 800 - 13 000 


3 








j, /J/10 


6 400 


3 0C0 -U 000 


4 


23,9 


i n- o 
1 U , 7 . 






5 500 


2 200 -13 000 


5 


22,8 


*2,<? 


* J* 1 


» -500 


5 COO 


2 000 -13 000 


6 


24 1 5 


1 n r 




*r Jv 


4 200 


1 000 - 10 000 


7 


25 ,2 






r 


4 1.00 


1 700 - 1C 00c 


8 


23,7 




2,2' 


+ 35° 


4 50Q 


1 000 10 000 


9 


26,0 


1 i , o 




j, ISO 


4-000 


2 000 - 10 000 


1-Q 


25,2 


10,9 


2,1 


+ 41* 


3- 800 


1 000 - 9 000 


11 


23,8 


11 ,0 


?,3 


'+ 27° 


• a 800 


1 000 - 8 000 


12 


23,9 


11,5 


2,0 


+ 40° 


4 D00 ' 


2 000 - 9 000 


13 


24,3 


11,8 


2,2 


+ 45° 


9 000 


3 000 -20 00O 


14 


25,6 


12,0 


2,1 


+ 44° 


8 500 


3. 000 -20 000 


15 


25,3 


11 ,8 


2,3 


+ 45° 


4 000 


2 000 - 20 000 
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TABLEAU B (suite) 



p- — 


Viscosity 

\ CI 1 Lull v J,** 

poisec) 


Absorption 
tiv 

-. 


onticoog/J- 
in vitro 


anti-Xa 
in vitro 
(u.i./mg) 

• 


ActiVito 
A. P. 7. 7. 

in vitro 
(u.i./rng) 


A 
1 




7,5 


4.~)T 

127 


1 80 


105 


■ <£ 


£ t 


7,8 


4. A C 

lib 


4 A a 

1 40 


. 1 00 


•a 
J 




7 O 

7 r y . 


1 1 2 


163 


89 








83 


A Art 

1 30 


52 


e 




O 7 

9,7 


75 


118 


43 


O 


1 ,74 




f fx 

60 


140 


33 


7 




ID | U 


50 


^ Art 

130 


30 


8 


1 ,61 


16,4 


54 


110 


33 


9 




14,0 


80 


159 


45 


10 


1,57 


15,4 


62 


159 


40 


11 


1,50 


22, B 


40 


90 


20 


12 


1,60 


u;4 


75 


140 


- 35 


13 


2,60 


5,9 


135 


140 


130 


14 


2,50 


6,1 


138 


130 


.130 


15 


1,65 


10,64 


110 


170 


86 
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CXEMPLE 20 

Le produit da 1' example 1 d'une part at une Sparine commerciale d'au- 
tre part.ont M administr«§s, a des epoques difffirentes, par uoie soue- 
cutanee, a cinq volontaires sains, a la. dose da 5 000 u.i. Codex. Sur 
das priUevements sanguins affectum 1 heure, 3 heures, 5 heuras et 7 
haures aprea I'adrainiatration, on a mesura* 1 • activity anticoagulante 
plasmatique au moyen des tests anti-Xa et A.P.T.T. dSfinis pr<$cSdamment. 
Les r^sultats obtanus ont <§te* exprimes en unites internet ionalBS par ml 
de plasma en sa reTe*rent a une courbe d'Stalonnega traces a partir 
d'essais effectual sur un plasma temoin auquel on a ajoute* des quanti- 
ty connuas d'heparine de reference (3ame Stalon international). 

Les riSsultats moyens obtanus sont raasemblSs dans le tableau 0 suivent: 

T A B L £ A U D 



Temps ecoule" 


Activity anti-Xa 


Activity 


A.P.T.T. 


entre 1* adminis- 










tration at le 


Produit da 


Heparine 


Produit de 


Heparine 


preUevement 


l 1 example 1 


commerciale 


1* example 1 


commerciale 


1 heure 


0,20 


0,04 


0,04 


0,05 


3 heures 


0,27 


0,08 


0,05 


0,04 ' 


5 heures 


0,28 


0,06 


0,03 


0,02. 


7 heures 


0,22 


0,05 


0,02 


0,01 






i 


t — ; , 





On volt que le produit de 1* example. 1 exarce un effet anti-Xa beaucoup 
plus intense que celui da 1* heparine commerciale. 
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Revendlcations da brevet 

1 . Pl^langBS da polysaccharides sulfates ayant la atructure ge*n6rsle 
dee polysaccharides constitutifs de 1* heparins at dont les groupes 
acides sont sous forme libra ou salifiee, caractdrises en ce que les 
polysaccharides constitutifs desdits melanges possedent une double 
liaison Sthylenique a I'une des extremity's de leur chains et en ca 
qua les melanges prSsentent, a l'Stat da sal de sodium, las caracte"- 
ristiques suivantas : 

-.pourcentege de soufre :9/Sa13,55£ 
* pourcentage d 1 azote : 1,8 % a 2,5 % 

- pourcentage d' acides uroniques : 20 % a 30 % 

- poids moleculaire moyen en poids : 2 000 a 10 000 daltons 

- pouvoir rotatoire specif ique en solution aqueuse a 20 °C : 




: + 25° a+S5° 



2* Melanges salon la rsvendication 1, caracterise*s en ce que les po- 
lysaccharides constitutifs dasdits melanges repondent a la formula : 




dans laquelle R deaigne un atome d 1 hydrogens ou un groupe carboxylique, 
sous forme aclde ou sous forma salifiee, R f designs un groups OH ou un 
groupe sulfate, sous forme acids ou sous forme salifiee, designs un 
groupe OH ou un groupe sulfate, sous forme acide ou sous forme sali- 
fies, f? 2 designs un groups sulfonate, sous forme acide ou sous forme 
salifiee, ou un groupe acStyle, -0- dSsigne un pont oxygens, les chal- 
nons 0 designent les chalnons du type glucosamine figurant dans la 
structure de 1* heparins, lea chalnons U designent les chslnons du type 
acide uronique (acide 0-glucuronique, acide L-iduroniqua, acide Uidu- 
ronique sulfate) figurant dana la structure de l'heparine, et n eat un 
nombre entiBr de 3 a 20, les groupes acides des polysaccharides dtant 
sous forme libre gu sous forma salifiee. 
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3. flanges selon l»une quelconque des revendications 1 et 2, carac- 
Arises en ce qu'ils presentent, a l'tftat de sal da sodium, les carac- 
tgristiques suivantes : 

- poids moleculaire moyen en poids : 8 000 a 10 000 daltons 

- activity anticoagulante in uitro Codex : 130 a 160u.i.Ag 

- activite* in vitro anti-Xa : 130 a 180 u.i./mg 

- activity in vitro A.P.T.T. : 100 a 150 u.i./mg 

^ activity in vitro anti-Xa . - ±\ s 

- rapport ■ * 7 

activity in vitro A.P.T.T. 

4. PUSlanges selon 1'une quelconque des revendications 1 et 2, carac- 
terisee en ce qu'ils presentent, a l-«at da sel do sodium, les carac- 
teristiques suivantes : 

- poids moleculaire moyen en poids : 3 000 a 8 000 daltons 

- activity anticoagulante in vitro Cod B x : 80 a 140 u.i./mg 

- activity in vitro anti-Xa : 120 a 250 u.i./mg 
. activite* in vitro A.P.T.T. : 80 a 120 u.i./mg ' 

■ activity in vitro anti-Xa . 1.4 & 3 

- rapport * * 

activite* in vitro A.P.T.T. 

5. melanges selon l'une qMelconque d B s revendications 1 et 2, carac- 
t^rises en ce qu'ila pr^sentent, a l»e*tat de sel de sodium, les carac- 
tBristiques suivantes : ■ 

- poids moleculaire moyen en poids : 2 000 a 7 000 daltons 
. activity anticoagulante in vitro Codex : 10 a 80 u.i./mg 

- activite* in vitro anti-Xa : 80 a 250 u.i./mg 

- activite- in vitro A.P.T.T. s 10 a 80 u.i./mg 

^ activite* in vitro anti-Xa . 2 a 10 

- rapport — — . * « • 

activity in vitro A.P.T.T. 



6. flange selon la revendication S, caracterise en ce qu'tt pr*sente t 
a l'etat de sel de sodium, les caractaristiquee suivantes : 
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20 



30 



- poids mol^culaire moyen en poids ; 4 200 daltons 

20 



- pouuoir rotatoire 



a 

I i 0 



= + 33° 



5 - activity anticoagulants in vitro Codex : 60 u.i./mg 

- activity in vitro anti-Xa : 140 u.i./mg 

- activity in vitro A.P.T.T. : 33 u.i./mg 

7. Plfilange salon la revendication 5, caract^rise" en ce qu'il prSeen- 
te, a l'6tat da sal de sodium, lea caract6ristiques suivantes : ' 

10 - poids mole"culaire moyen en poids : 4 100 daltons 

r ~| 2D 

- pouvoir rotatoire a =r + 33° 

- Jo 

- activity anticoagulants in vitro Codex : 50. u.i./mg 
15 - activity in vitro anti-Xa : 130 u.i./mg 

- activity in vitro A.P.T.T. : 30 u.i./mg 

B„ Me*langs salon la revendication 5, earacte*rise" en ce qu'il pr^sen- 
te, a I'Stat de sel de sodium, les caracte*ristiques suivantes : 



- poids mol6culaire moyen en poids : 4 500 daltons 

ri 20 

- pouvoir rotatoire a * ■ + 35° 



- activity anticoagulante in vitro Codex : 54 u.i./mg 

- activity in vitro anti-Xa : 110 u.i./mg 
25 - activity in vitro A.P.T.T. : 33 u.i./mg 

9. Plglange salon la revendication 5, caracterise* en ce qu'il pre'sen- 
te f & I'd tat de sel de sodium, les caracteristiques suivantes : 



- poids tnole*culaire moyen en poids : 4 000 daltons 

r t d 

- pouvoir rotatoire « i _ + 33a 

- activity anticoagulants in vitro Codex : 80 u.i./mg 

- act i vlte" in vitro anti-Xa : 159 u.i./mg 

- activity in vitro A.P.T.T. : 45 u.i./mg 
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10, NSlange eelon la revendication 5, caracteriae" Bn ce qu'il presen- 
ts, a l'Stat de sel da sodium, lea caracteristiques suivantes : 

" - poids moleculaire moyen en poida : 3 800 daltons 

r-|2D 

- pouvoir rotatoire la I = +41° 

- activity anticoagulante in vitro Codex : 62 u.i./mg 

- activity in vitro anti-Xa : 159 u.i./»n9 

- activity in vitro A.P.T.T. : 40 u.i./mg 

11. MSlange salon la revendication 5 t caracterise" en ce qu'il prdsan- 
ta, a l'etat da sel de sodium, lea caracteristiques suivantes : 

- poids moleculaire moyen an poids : 2 800 daltons 

r v 

- pouvoir rotatoire ^ "J Q = + 27°" 

- act i vita* anticoagulante in vitro Codex : 40 u.i./mg 

- activity in vitro anti-Xa s 90 u.i./mg 

- activity in vitro A.P.T.T. : 20 u.i./mg 

12, flange salon la revendication 5, caracterise* en ce qu*il prSsen- 
te, b l*dtat de sel de sodium, lea caracteriatiquas auivantes : 

- poida moleculaire moyen en poids t 4 000 daltons 

H20 
= + 40° 

- activity anticoagulants in vitro Codex : 75 u.i./mg 

- activity ip vitro anti-Xa : 140 u.i./rag 

- activity in vitro A.P.T.T. : 35 u.i./«9 

13. Melange salon la revendication 4, caracteriae' an ce qu'il presente, 
h l'fitat de sel de sodium, las carecteriBtiquea suivantBs : 

- poids .moleculaire moyen an poida : 4 000 daltons 

r~i 2D 

- pouvoir rotatoire « | Q = + 45° 

- activity anticoagulante in vitro Codex : 110 u.i./rig 

- activity in vitro anti-Xa : 170 u.i./mg 

- activity in vitro A.P.T.T, : 86 u.i./mg 
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14. Precede de .preparation des melanges salon la revendication 1, 
caracterise en ce que l'on fait r^agir, an milieu aqueux at a une tem- 
perature de 20°C a 80°C, un ester d'heparine, soluble^dans l'eeu, 
resultant de 1 'este*rif ication partielle ou totals des groupes acides 

5 carboxyliques de 1 Sparine avec une base minSrale ou organiqua solu- 
ble dans l'eau et isole le produit de depolymdrisation ainsi forme. 

15. Precede selon la revendication 14, caracterise en ce que la con- 
centration molaire de la base dans le milieu est 0,1 h. 0,6. 

16. Procede* de preparation des melanges selon la revendication 1 f 

. 10 caracterise en ce que l r on fait reagir un ester 6* heparins resultant 

de l'esterif ication partielle ou totale des groupes acide carboxylique 
de l'heparine avec une base, au sein d'un solvant organique inert e du- 
dit aster, isole le produit de depolymerisatlon ainsi forme a l»6tat 
de sel alcalin et I'hydrolyse par une solution aqueuse d'hydroxyde de 
15 sodium au moins 1N a bassB temperature. 

17. Precede selon la revendication 16, caracterise en ce que la reac- 
tion de 1* ester d'heparine avec la base est effectuee a. une temperatu- 
re de 20«C a 80°C. 

18. Medicament utilisable en particulier pour la prevention et le 

20 traitement des thromboses et pour le traitement de l 1 hyper lip emie, ca- 
racterise en ce qu'il contient comme ingredient actif un melange de 
polysaccharides sulfates tel que def ini dans chacune des revendications 
1 a 13, les groupes acides desdits polysaccharides etant sous forme de 
sels pharmaceutiquement acc Bp tables. 

25 13. Medicament selon la revendication 18, caracterise en ce que les 
groupes acides des polysaccharides sulfates sont sous forme de sel de 
sodium, de sel de calcium ou de sel de magnesium. 
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